








Effect of Pressure on Free and Immobilizedβ-Galactosidase 
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Effect of hydrostatic pressure on the reactions catalyzed by β-Galactosidase in either 
free soluble state or immobilized on polymer micro beads w踊 investigated.Both the 
hydrolysis of lactose to glucose and galactose and出eformation of oligomer such踊
Gal-Gal-Glc were investigated. Up to 150-200 MPa this enzyme showed only a small 
irreversible inactivation，槌 detectedby the activity assay after incuba'七ionat elevated 
pressure and by the且星組 fluorescenceme回 urementunder the elevated pressure. In 
either free担 dimmobilized state， the hydrolytic reaction w鎚 accelerated.This indicates 
the negative activation volume of the nucleophilic attack of water on galactosyl-enzyme 
(covalent) complex. The oligomer formation by仕'eenzyme was depressed by incre鎚ing





































という視点がある o 本報では圧力というパラメーターを主軸に、 βーガラクトシダーゼによる、加水
分解反応、オリゴ糖生成反応の両者を検討した。
固定化酵素と本論文のテーマである βーガラクトシダーゼの反応との関係では以下のような研究例












0-ニトロフェユルーβ Dーー ガラクトピラノシド〈以下oN P G)は和光純薬より購入したものを
使用し、乳糖(ラクトース)はナカライテスク側より購入し、 緩衝剤の2-(N-Morphorino)ethane-



























カルボキシル基換算モル数をVK-1001では、 (wet重量)x 0.3211 x ( 9， -1X 10-4 (VK-1001カルボ























.oNPG分解 基質にラクターゼを作用させ Oーニトロフェニル(以下oN P)とガラクトース
に分解し、生じたoNPを420nmで分光分析し活性を測定する o ラクターゼ活性は以下の条件で酵素
19がoNPGから1分間に1μMのoNPを遊離させる量を1単位 (U)としたo
試験管にpH6.0の 50mM Mes緩衝液に溶解した0.4%(W/V)のoNPGをとり、 370Cで数分間イ
ンキュベートし10μg/mlの濃度の酵素溶液を1ml加え370Cで10分間反応させ、 0.1MNa 2 C 03を2m
l加えて反応を停止しさせたo これとは別に試験管に0.4%(W/V)のoNPGをとり、 O.1MN a 2 C 03 
を2ml加えて 10μg/mlの濃度の酵素溶液を1ml加え370Cで10分間反応させたものを対照として420
nmにおける吸光度を紫外可視分光光度計で測定し、以下の式で活性を求めた。




し900μ1の純水を加え煮沸処理して反応を停止させた白分析は移動相に純水を用いたHP L C (Sh 
















































































































































































































Table 1 Residual Activity and Fluorescence of β-galactosidase 
incubated under different conditions 























































Pressure dependence of relative 
fluorescence intensity for bovine 
serum albumin and β-galactosidase. 


























































































































E + Gal-Glc -(step 1)→ ↓?
、 ? ， ， ，?， ? ?? ???? ??。?
? 、 ??
、
.• ， ， ?? ??????













-Glc (アロラクトース〉である可能性があるo ここでは単糖 (GalまたはGlc)をも含めて糖のアイ
ソマーの分離，同定を行っていないので、 Gal-Gal-Gl:cの生成のみを想定すると、その生成量はガラ
クトシル酵素の加水分解反応、ガラクトシル転移反応と三糖の再分解とのバランスによって決定さ
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Fig.6. Time course of oligQsaccharide formation by the enzyme immobilized 
on microbeads at 370C. 
a. at 0.1 MPa; b. .at 150 MPa. 
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